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摘要: 用体内-体外方法分离了蓝猪耳精细胞。用酶解和解剖方法分离了其成熟卵细胞。分离的精、卵细胞用电融合介导
尝试了体外诱导融合。在合适的渗透压(6%甘露醇)和合适的氯化钙(0.04% CaCl2·2H2O)溶液中, 用交流电场为30~35 V, 
10~25 s使精、卵细胞排队; 用直流电场400~600 V, 45~50 μs的脉冲穿孔条件可诱导30%的精、卵细胞融合和70%以上的卵
细胞之间的融合。尝试了人工合子的单细胞培养但未获成功。诱导蓝猪耳精、卵细胞融合的条件与玉米和水稻不同。
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Abstract: Sperm cells of Torenia fournieri were isolated from pollen tubes which were induced using an in vi-
vo-in vitro method. Its egg cells were isolated by enzyme digesting followed by mechanical dissection. The 
electrical fusion method was applied to induce the fusion of the isolated sperm and egg cells. In a suitable solu-
tion containing 6% mannitol and 0.04% CaCl2·2H2O, 30% sperm-egg and over 70% egg-egg could be induced 
fusion using alternating current (30–35 V, 10–25 s) to align sperm-egg or egg-egg, following direct current 
(400–600 V, 45–50 μs) pulse to perforate the plasma member of both sperm and egg. The artifi cial zygotes were 
also tried to culture but no success. The conditions of inducing fusion of sperm cells and egg cells of Torenia 
fournieri are different with those of maize and rice.















































蓝猪耳(Torenia fournieri Linden. ex Fourn.)种

























为: 5%~6.5%甘露醇, 0.01%~0.06% CaCl2·2H2O, 
0~0.01%牛血清白蛋白(BSA), 0~0.01%纤维素酶
(Onozyka R-10), 0~0.01%果胶酶(Serva), pH 6.5。
在设置电融合仪的各项参数时, 需考虑细胞的排
列参数(交流电场的电压和脉冲长度, AC)、电穿孔




(AC)为30~35 V, 10~25 s, 直流电场(DC)为400~600 







养。琼脂滴用MS培养基配制 ,  附加2~4 mg·L-1 
2.4-D和3%甘露醇及3%葡萄糖。在琼脂滴周围加
入相同成分的MS液体培养基。向琼脂培养滴中注

















细胞。将胚珠酶解20 min后, 切破胚囊, 挤压珠孔




Fig.1  The primary attempt of in vitro fertilization of Torenia fournieri
A: 蓝猪耳离体花柱切口处长出的花粉管, ×100; B: 花粉管爆破后释放出的一对精细胞, ×800; C: 释放出的精细胞呈现出FDA活性荧
光, ×800; D: 分离的7对精细胞, ×400; E: 蓝猪耳的胚囊部分伸出胚珠, 示胚囊中的卵细胞和2个助细胞, ×400; F: 分离的卵器3细胞, E为卵细
胞; S为精细胞, ×400; G: 分离的7个卵细胞, ×400; H: 分离的卵细胞呈现出FDA活性荧光, ×400; I: 1个精细胞(箭头)粘附在卵细胞上, ×800; J: 
多对粘附的精、卵细胞(箭头), ×100; K: 4个排列的卵细胞, ×400; L: 3个排列的精细胞, ×400; M: 精细胞(箭头)粘附在卵细胞上, ×400; N: 精
细胞与卵细胞的融合(箭头), ×400; O: 精细胞进入卵细胞(箭头), ×400; P: 融合后的人工合子, 箭头示精细胞融合部位, ×800; Q: 2个卵细胞



















































Table 1  Effect of mannitol concentrations on sperm-egg and 
egg-egg fusion
 甘露醇/%     精-卵细胞/(融合数/总数)     卵-卵细胞/(融合数/总数)
5.5 0/18   0/6
6.0 0/31 10/69
6.5 0/7   0/12 
表2  不同甘露醇、CaCl2、酶浓度对精卵细胞和卵细胞之间融合的影响
Table 2  Effects of differential concentrations of mannitol, calcium and enzymes on sperm-egg and egg-egg fusion
甘露醇浓度/%   CaCl2浓度/%            纤维素酶浓度/%            果胶酶浓度/%      精-卵细胞/(融合数/总数) 卵-卵细胞/(融合数/总数)
5.0 0.03 0.005 0.005 0/4 2/7
5.5 0.03 0.005 0.005 0/5 0/6
6.0 0.01 0.0025 0.0025 0/7 6/8
6.0 0.02 0.0025 0.0025 2/11 1/2
6.0 0.03 0 0 1/9 3/4
6.0 0.03 0.01 0.01 0/1 1/1
6.0 0.03 0.0025 0.0025 0/2 2/3
6.0 0.03 0.005 0.005 0/9 5/7
6.0 0.04 0.0025 0.0025 3/10 11/16
6.0 0.05 0.0025 0.0025 0/11 7/17







生融合, 但是融合率较低(13.3%, 10/75), 且融合后
的卵细胞易破裂。不同浓度的甘露醇对融合有影




































受精实验中, 在1 043次精、卵细胞的电融合中, 平
均融合率为86.6% (Uchiumi等2007)。在我们进行
的蓝猪耳精、卵细胞融合实验中, 用电融合诱导










一。Kranz和Lörz (1994)用高钙(50 mmol·L-1 CaCl2)
和高pH (pH 11)的方法诱导玉米精、卵细胞融合, 
在精、卵细胞相粘10~20 min后, 细胞融合发生, 融
合过程不到1 s。但在10 mmol·L-1 CaCl2和pH 6.0
时, 精、卵细胞不发生融合。然而, Faure等(1994)
用5 mmol·L-1 CaCl2、pH 6.0~6.5诱导了玉米79.7%
精、卵细胞融合。精、卵细胞相粘约4 min后发生
融合, 整个过程不到10 s。用相同方法, 玉米精细
胞与中央细胞的融合过程则不到1 s  (Faure等
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